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論文内容の要旨
【目的】
脂肪組織に蓄積された中性脂肪、すなわちトリアシルグ、リセロール (TG) は、空腹時や運動時のエネルギー需要に
際し、リバーゼの働きにより、脂肪酸とグリセロールに分解され、血液中に放出される。これまで、アクアポリンア
ディポーズ (AQPap) が、脂肪細胞におけるグリセロール放出のチャネル分子として働く可能性が、マウスの系にお
いて示されてきた。本研究は、ヒト AQPap 遺伝子の構造、 promoter 解析、および、遺伝的変異の解析により、ヒト
における AQPap の機能を明らかにしようとするものである。
【方法ならびに成績】
ヒト AQPap cDNA をプロープとして用いて、ヒト BAC ライブラリーより、 AQPap 遺伝子をクローニングし、
primer walking および direct sequence により、 promoter 領域配列を含む AQPap 遺伝子の一次構造を決定した。ヒ
ト AQPap は、 8 つのエクソンから構成される全長約 18 kb の遺伝子で、全てのエクソン・イントロン境界域に、コ
ンセンサス配列 GT/AG が存在していた。
また、ゲノムクローン解析およびデータベース検索により、ヒトゲノム上には、 AQPap と約 95%のホモロジーを
有した 3 つの AQPap 様遺伝子が存在することが明らかとなった。これら AQPap 様遺伝子の構成は、 AQPap 遺伝子
と同様の遺伝子構成と類似していた。特異的プライマーを使用した RT-PCR解析の結果、これら AQPap 様遺伝子は、
ヒト組織における発現レベルが極めて低いことが明らかとなり、本研究で見出された全ての AQPap 様遺伝子は、
pseudogene であると考えられた。
ヒト AQPap の promoter 領域には、 peroxisomeproliferator response element (PPRE) および insulinresponse 
element (IRE) のコンセンサス配列が見出された。 AQPap promoter 領域 (-6811+ 11) の PPARγ リガンド
(pioglitazone) による promoter 活性の増強は、 PPRE の除去により完全に消失し、 PPRE が実際に AQPap の脂肪
細胞特異的発現に関与していることが示唆された。また、 AQPap の promoter 活性は、 insulin により抑制されたが、
その作用は、 promoter 上の IRE の除去あるいは IRE への点変異導入により消失した。このことは、 IRE がインスリ
ンによる発現抑制に関与していることが明らかとなった。
さらに、 160 人の被験者を対象とした AQPap 遺伝子塩基配列の解析により、 3 つのミスセンス変異 (R12C、 V59L、
G264V) 及び 2 つのサイレント変異 (A103A、 G250G) が見出された。 cRNA 導入によりアフリカツメガエル卵細胞
に変異 AQPap 分子を強制発現させた結果、 G264V 変異 AQPap は、グリセロール透過能および水透過能を全く示さ
ない事が判明した。一方、 R12C 変異および V59L 変異 AQPap は、野生型 AQPap 同様、グリセロール透過能と水透
過能を示した。 G264V 変異をホモ接合体の形で有する被験者は、自転車エルゴ、メーターを用いた運動負荷後、血中ノ
ルアドレナリン濃度の上昇にも拘わらず、血中グリセロール濃度の増加が認められなかった。この結果より、ヒト
AQPap が、運動後のエネルギー需要に際して TG の加水分解により生じたグリセロールの脂肪組織からの放出に関
与していることが示唆された。
【総括】
本研究により、ヒト AQPap 遺伝子構造が明らかとなった。また、ヒト AQPap は、 promoter 領域に存在する PPRE
を介して、脂肪組織特異的に発現し、 IRE を介して、インスリンにより負に転写制御されるものであることが示され
た。後者は、ヒト AQPap 遺伝子の発現が、栄養状態により制御されることを示唆するものである。さらに、遺伝子
解析により見出された G264V 変異が、 AQPap の機能的欠損を引き起こすことを明らかとした。 G264V 変異のホモ
接合である被験者は、運動負荷時の血中グリセロール濃度の上昇が起こらず、ヒト AQPap が脂肪組織におけるグリ
セロールチャネル分子として機能することが示唆された。
論文審査の結果の要旨
空腹時や運動時のエネルギー需要に際し、脂肪組織に蓄積されたトリアシルグリセロールは、リバーゼの働きによ
り、遊離脂肪酸とグリセロールに分解される。グリセロールは、血中に放出された後、肝臓で、グルコースに変換され、
エネルギーとして利用されるが、脂肪組織のグリセロール放出の分子機構は、これまで明らかで、なかった。学位申請
者である近藤秀彦らは、本論文において、 AQPap のゲノム構造決定、プロモーター解析、及び、遺伝子変異解析を
行った。結果、脂肪組織特異的発現に必要なプロモーター配列とインスリンによる発現抑制に必要なプロモーター配
列を同定した。さらに、 AQPap の機能的欠損を引き起こすミスセンス変異を見出し、本変異のホモ接合である被験
者において、運動負荷時の血中グリセロール濃度の上昇が起こらないことを示した。これらの研究結果は、 AQPap
が脂肪組織におけるグリセロールチャネル分子として機能することを強く示唆するものである。近年、内臓脂肪の蓄
積は、生活習慣病の発症に深く関与することが示されている。本研究の結果は、脂肪分解/脂肪蓄積調節に関わる機能
分子の分子生物学的理解を深め、今後の医学の発展に大きく貢献するものである。
よって、学位の授与に値すると考えられる。
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